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摘  要 






12 g·L-1、甘油 6 g·L-1、NaCl 10 g·L-1、NaNO3 7.21 g·L-1、KH2PO42.4 g·L-1、K2HPO4 
12.5 g·L-1。对摇瓶中培养条件的优化采用单因子实验法，研究了温度、培养基初
始 pH、转速、装液量、种龄和种量等对工程菌生长和产酶的影响，确定了最佳
培养条件为：温度 39 ℃、摇床转速 150 r·min-1、培养基装量 20 mL/250 mL、培
养基初始 pH 自然值、种子培养时间 16 h、接种量 1 %。采用优化后的培养基及
培养条件，发酵 30 h 酶活力达最大值 481.41 U·mL-1，为初始条件下的 23.1 倍，
单位菌体产酶能力达到了 348.14 U，约为初始时的 83.3 倍。摇瓶中对数生长期
流加被证明是非常有效的，以补加高浓度有机、无机混合氮源对产酶影响最大，
且适当提高流加量促进产酶效果更明显，酶活力可达 628.3 U·mL-1。采用 5 L 自
动发酵罐，首先对 β-葡聚糖酶间歇培养中搅拌速度和通气量进行了研究，发现二





粗酶液的最适反应温度为 50 ℃，耐热温度也为 50 ℃。该 β-葡聚糖酶的最适反应
pH 为 6，在 pH 为 5～7 的较窄范围内较稳定，而且耐碱性相对较强。金属离子
对 β-葡聚糖酶活性的负面影响主要来自 Fe3+和 Cu2+，Zn2 +和 Mn2+在不同浓度条
件下对 β-葡聚糖酶有不同的作用，在低浓度下表现出激活作用，Ca2 + 、Mg2+、
Fe2 +和 Co2 +在 1.0～5.0 mM 浓度范围内对 β-葡聚糖酶均有激活作用。 
 

















In the essay the recombinant Escherichia coli JM109-pLF3，which can secrete 
heterologous enzyme into the culture medium，was employed to produce β-1,3-1,4- 
glucanase. The composition of enzyme production medium was optimized, and the 
fermentation strategy was systematically studied to improve the β-1,3-1,4-glucanase 
production. Glycerol, yeast extract and NaNO3 that were found influencing enzyme 
production significantly were defined as the optimum carbon and nitrogen sources. 
The optimized medium was obtained: yeast extract 12 g·L-1, glycerol 6 g·L-1, NaCl 10 
g·L-1, NaNO37.21 g·L-1, KH2PO4 2.4 g·L-1, K2HPO4 12.5 g·L-1. The fermentation 
conditions of recombinant Escherichia coli for cell growth and β-glucanase 
production were investigated using single factor design. The optimized operational 
conditions were temperature 39 ℃, shaking speed 150 r·min-1, culture volume 20 
mL/250 mL, initial pH natural value, inoculating age 16h, inoculating quantity 1.0%. 
A maximum of 481.41 U·mL-1 β-glucanase activity and 348.41 U·mg-1 of enzyme 
productivity of the recombinant strain, almost 14.3 times and 83.3 times higher than 
that of the initial conditions respectively, were attained after 30 h fermentation. 
Feeding mixture of organic and inorganic nitrogen sources at exponential phase in 
shake flasks was proved efficient and 628.3 U·mL-1 β-glucanase activity was obtained. 
Batch ferment- ation of β-glucanase in 5 L fermenter was carried out at different 
stirring speeds and aeration rates. The optimal conditions were stirring speed 400 
r·min-1, aeration rate 2 L·min-1. Cell growth in fermenter was complicated, and the 
second-time growth was found. Feeding strategies at exponential and stationary 
phases were designed according to the characteristics of cell growth. The results 
displayed that feeding at stationary phase can significantly improve cell growth and 
enzyme production with β-glucanase activity being almost one time higher than that 
of batch fermentation. The crude β-glucanase extract was relatively stable at blow 50 
℃ and pH 5～7 for 60min, and was more adaptable to alkalescence. The optimum 















significantly inhibited by Fe3+ and Cu2+，and was weakened in the presence of Zn2 + 
and Mn2+ at 5mM. However, Ca2 +、Mg2+、Fe2 + and Co2 + at the range of 1.0 mM to 
5.0 mM can stimulate the β-glucanase activity. 
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大大提高饲料的生物转化率[2]。1961 年，Moscatelli 等人首次发现了 β-1,3-1,4-
葡聚糖酶（E.C.3.2.1.73），此酶只能水解 β-1,3 和 β-1,4 混合键连接的葡聚糖，
对单一含有 β-1,3 或 β-1,4 糖苷键的葡聚糖不起作用。由于大麦等谷类作物中都







1.1 β-葡聚糖和 β-葡聚糖酶 
1.1.1 β-葡聚糖 





















不溶于水，而水溶性 β-葡聚糖所占比例较大。β-葡聚糖分子结构中 β-1,3 糖苷键
的含量和糖的聚合度是影响其水溶性的主要因素。水溶性 β-葡聚糖中约 90%是
由 β-1,3 糖苷键随机连接起来的纤维三糖和纤维四糖构成，10 %由 β-1,3 糖苷键















降解谷物中 β-1,3-1,4-葡聚糖的内切葡聚糖酶主要分三类[6]：（ⅰ） 1,3-1,4-β- 
D-葡聚糖酶或地衣多糖酶，严格水解与 β-1,3 糖苷键相邻的 β-1,4 糖苷键；（ⅱ）
内切-1,4-β-D-葡聚糖酶（内切纤维素酶）或羧甲基纤维素酶（CMCase，一般认























表 1-1[8] 采用毛细管粘度法和 BCA 法 a测得的内切葡聚糖酶 
比活力及二者的比值 
Table1-1 Specific activities of endoglucanase determined by capillary viscometry 
and by BCA analysis and ratios between viscometric and reductometric activities 






Aη/ ARS  
(cP·μM-1) 
Group
T. fusca E1 0.034 0.088 88 0.386 Ⅰ 
T. reesei EG1 0.060 0.075 75 0.800 Ⅱ 
A. cellulolyticus E1 0.013 0.006 6 2.167 
T. fusca E2 0.005 0.002 2 2.500 
T. reesei EGⅡ 0.119 0.043 43 2.767 
Ⅲ 
T. fusca E5 0.062 0.004 4 15.500 
T. fusca E4 0.005 0.0003 0.3 16.667 
Ⅳ 































70 多家，其中较大的有 25 家，如丹麦 Novo 公司、荷兰 Gist 公司（Gist Brocades
公司已于 1995 年 6 月被美国 Genencor 公司收购）和芬兰 Cultor 公司等。这些
酶制剂公司的产品有的是单纯含 β-葡聚糖酶制剂，有的则是混合酶性质，一些
有代表性的产品见表 1-2。饲用酶制剂的商业化应用于 1975 年开始。英国九十
年代初酶制剂在鸡饲料中的添加率几乎等于零，而现在 95 %以上的鸡饲料都添
加酶制剂。1996 年，酒精发酵和饲料工业占世界工业用酶涉及行业比重分别为
7.2%和 10.1 %，酶制剂公司所生产的 β-葡聚糖酶制剂在这两个行业中的销售额
分别达到 0.1 和 0.5 亿美元，占工业用酶总销售额的 4.31 % [27] 。 
 
表 1-2[27] 国外常用 β-葡聚糖酶制剂类型 
Table1-2 Oversea β-glucanase preparations  
产品名称 生产厂家 酶形式 酶组成 
Ceflo Zool Novo 单一 内切 β-葡聚糖酶 
Brew-N-Zyme LS Gist 单一 内切 β-葡聚糖酶 
ABM Bate ABM 单一 内切、外切 β-葡聚糖酶 
Brew-N-Zyme Pcl Gist 复合 α-淀粉酶、蛋白酶、β-葡聚糖酶
Converlase BG-A Sch warz 复合 β-淀粉酶、β-葡聚糖酶 
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